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【背景】	
	 悪性黒色腫はその急速な進行と高い転移能により予後の悪い疾患である．近年，BRAF 遺
伝子変異を標的とした分子標的治療薬が使用できるようになったが,	BRAF 遺伝子変異を有
する患者のみに効果を発現する．この BRAF 変異が白人では 60-70	%	程度に見られる(Davies	
H.	et	al.,	2002;	Curtin	J.A.	et	al.,	2005)	という報告に対して，中国や日本など黄色
人種においては 25	%	程度	(Lu	Si	et	al.,	2012;	Atsuko	A.	et	al.,	2012)という報告も
あり，BRAF 遺伝子変異を持たない患者には使用できないため,	本邦では BRAF 遺伝子変異を
標的とした分子標的治療薬の恩恵にあずかる患者は必ずしも多数ではない．また,	この
BRAF変異を有する患者ですらBRAF阻害薬に対する耐性をすぐに獲得してしまうこともある
(Chen	G	et	al.,	2014).	そのため,	特定のシグナル経路とは関係しないシグナル経路を狙
った治療方法が必要となり，異なる治療ターゲットを同定し,	新しい治療薬を開発するこ
とが急務である．	
	
【目的】	
TRPC3 がヒト悪性黒色腫の有効な治療ターゲットとなることを示す．	
	
【方法】	
	 細胞はヒト由来 braf 野生型悪性黒色腫細胞	(C8161)	を用いた．悪性黒色腫組織と悪性
黒色腫細胞 cell	lines における TRPC3 の発現を確認するために,	Immunohistochemistry		
(以下 IHC)	と Quantitative	real-time	transcriptase-polymerase	chain	reaction	(以下
qRT-PCR)	で評価した．STIM1 と TRPC3 の相互作用を Dynabeads-Protein	G	を用いて
Immunoprecipitation で確認した．TRPC3 の作用を確認するためにレンチウイルス shRNA を
用いて RNA 干渉した．	薬理学的阻害薬として TRPC3 選択的阻害剤	(Kiyonaka	S.	et	al.,	
2009)	であるピラゾール誘導体の Pyr3 を用いた．細胞内 Ca2+は Fluo-4 を用いた
Fluorescence	 imaging で 確 認 し た ． 細 胞 増 殖 抑 制 効 果 は
2	 ,3,-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-2H-tetrazo
lium	inner	salt	(以下 XTT)	アッセイ	を用いて評価した．Apoptosis の評価は，	Annexin	
V と 7-amino-actinomycin	D	(以下 7-AAD)	にて染色し，フローサイトメトリーを用いて測
定した．遊走能は 15 分間隔，３時間の Time-lapse	videomicroscopy	と Scratch	assay を
行った．腫瘍細胞が転移していくときに分泌する Matrix	met	alloproteinase	9	(以下 MMP9)	
の活性は Gelatin	zymograpy で評価した．シグナル経路の検討のため Western	blotting を
行った．複数の蛋白のリン酸化を比較検討するために Protein	phosphorylation	microarray	
assay を行った．動物実験では４週齢の bulb-c	nu/nu マウスに C8161 細胞を播種させ細胞
が定着したのを確認した後に,	腫瘍周囲の皮内に Pyr3 を連日局注し，腫瘍の長径と短径を
連日計測して腫瘍体積を求め縮小率を評価した．	
	
【結果】	
	 IHC にて TRPC３は悪性黒色腫細胞に発現していることが確認され，qRT-PCR で複数の転移
性悪性黒色腫細胞 cell	lines にも発現していることが分かった．Immunoprecipitation で
TRPC3 と STIM1 の相互作用が確認された．Fluorescence	imaging では Pyr3 を投与すること
で細胞外から細胞内への Ca2+の流入が阻害されることが確認された．XTT	assay において
TRPC3 を knock	down した細胞は knock	down していない C8161 に対して 48 時間で増殖が有
意に低下した．Pyr3 を投与すると濃度依存的に抗腫瘍効果を示した．Apoptosis	assay で
はPyr3投与により濃度依存的に有意にapoptosisが増加した．Time-lapse	videomicroscopy
と scratch	assay では TRPC3 を knock	down した細胞では knock	down していない C8161 に
対して,	有意に遊走距離が短縮していた.	Pyr3 投与でも濃度依存的に有意に遊走距離が短
縮した．MMP9 の分泌は knock	down した細胞では knock	down していない C8161 細胞に対し
て有意に分泌が低下し，Pyr3 投与によっても濃度依存的に分泌が低下した．Western	
blotting で Pyr3 投与時間依存的に Protein	kinase	B	(PKB)/	Akt と Signal	transducer	and	
activator	of	transcription	(以下 STAT)	5 のリン酸化が低下した．動物実験では濃度依
存的に腫瘍縮小効果が見られた．	
	
【考察】	
	 悪性黒色腫の治療に分子標的治療薬の BRAF 阻害薬が使用できるようになり,	奏効率もダ
カルバジン群の 5.5	％	に対し,	BRAF 阻害薬使用群は 48.4	％	(chapman	PB.	et	al.,	2011)	
であったことなどより治療は激変したが,	BRAF 遺伝子変異を有さない患者には奏功しない
こと，RASからのシグナルがCRAFを経由して下流に伝わってしまうことでの耐性獲得	(Chen	
G	et	al.,	2014)などが問題となっており,	新たな治療ターゲットが求められている．	
	 TRPC3と悪性腫瘍の関係について,	卵巣癌では正常組織よりもTRPC3が過剰発現している	
(Zeng	B.	et	al.,	2013)と報告されている.	また,	高転移性 cell	line の乳癌では TRPC3
が低転移性 cell	line の乳癌と比較して発現が高いという報告	(Ayder	E.	et	al.,	2009)
もある.	しかし,	悪性黒色腫と TRPC3 の関係についての報告はこれまでにない.	我々は以
前 に ス ト ア 作 動 性 Ca2+ 流 入 	 (Store	 operated	 calcium	 entry	 :	 SOCE)	 が お よ そ
Extracellular	signal-regulated	kinase	(以下 ERK)	シグナルを介して悪性黒色腫の増殖
や遊走に関与することを示した	(Umemura	M.	et	al.,	2014)．TRPC3 と Orai の複合体が SOCE
を生じている可能性も報告	(Liao	Y.	et	al.,	2014)されている.	これらの報告より TRPC3
を抑制することで悪性黒色腫の増殖や遊走を抑制できるのではないかと考えた.		
	 今回,	悪性黒色腫の複数の cell	line で TRPC3 が発現していることが確認された.	小胞
体 Ca2+センサーの STIM1 と相互作用していることが確認され,	TRPC3 を抑制することで SOCE
が阻害されることも確認された.	TRPC3 を抑制すると細胞増殖が低下し遊走距離も短縮する
ことがわかった.	TRPC3 からのシグナル経路を確認する目的で western	blotting を行い,	
TRPC3 を抑制すると Akt や STAT5 のリン酸化が時間依存的に抑制された.	およそ
Extracellular	signal-regulated	kinase	(以下 ERK)	シグナルを介して悪性黒色腫の増殖
や遊走に関与することは,	以前に示し	(Umemura	M.	et	al.,	2014)ている.	また脂質ラフ
トでも SOCE が生じており,	脂質ラフトでの SOCE を抑制すると Akt 経路を介して腫瘍増殖
を抑制することが報告されている	(Mirmohammadsadegh	A.	et	al.,	2006)．	悪性黒色腫の
STAT5 のリン酸化は Proto-oncogene	tyrosine-protein	kinase	(SRC)	や Janus	kinase	(JAK)	
を経由して起こることが報告されている	(Fedida-Metula	S.	et	al.,	2012)	．ヒト悪性黒
色腫転移では正常メラノサイトや良性の母斑細胞母斑と比較してSTAT5b転写がupregulate，
リン酸化されていることが報告されている	(Fedida-Metula	S.	et	al.,	2012)．JAK1 によ
る STAT5 のリン酸化	(upregulate)が悪性黒色腫細胞生存に重要であると報告された	
(Fedida-Metula	S.	et	al.,	2012)	．我々の結果と合わせて，これらのデータから TRPC3
が悪性黒色腫の増殖や遊走を Akt や JAK/	STAT5 経路を介して調節しているであろうことが
示唆された．	
	
	
図１	 予想シグナル経路	
	
【結語】	
ピラゾール誘導体のPyr3は細胞外Ca2+流入を介してAktや STATの活性化に関与することで
悪性黒色腫細胞の増殖，遊走に寄与していることが判明した．そのため TRPC3 は braf 野生
型悪性黒色腫の治療に於ける新たな治療ターゲットになりうることが示唆された．	
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